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Precede de Preparation enzymatique d'homogentisate 

La presente invention conceme un nouveau precede de preparation enzymatique 
d'homogentisate, compose essentiel a la vie des plantes. L'homogentisate (ci-apres HMO), ou 
5 acide 2,5-dihydroxy-phenyl acetique est le produit de transformation enzymatique du 4- 
hydroxyphenylpyruvate (ci-apres HP?) par la 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (ci-apres 
HPPD). Les inhibiteurs de cette enzyme sont des composes herbicides qui bloquent la 
production d'HMO dans la cellule vegetale (Pallett K. E. et al 1997 Pestic. Sci. 50 83-84). 
Lorsque Ton fait germer des plantes, d'Arabidopsis thaliana par exemple, sur milieu 
10 synthetique en presence d'vin inhibiteur de THPPD, les plantes vont germer, rester blanches 
puis mourir tres rapidement. Or, si dans le niilieu synthetique additionne d'un inhibiteur de 
THPPD, on ajoute de THMO les plantes vont germer normalement et rester vertes tant que le 
milieu contiendra de THMO. 

II est done important de pouvoir disposer d'HMO poxir prevenir les carences des plantes 
15 liees a un dysfonctionnement metabolique de la biosynthese de THMO, naturel ou induit 
notamment par des inhibiteurs de THPPD. 

La presente invention conceme done im procede de preparation enzymatique; d'HMO a 
partir de I'HPP, et plus particulierement un procede de preparation enzymatique d'HMO a 
partir de I'HPP insensible aux inhibiteurs de I'HPPD. 
20 Le procede selon 1' invention consiste a effectuer dans un milieu reactionnel approprie 

les reactions enzymatiques suivantes: 

- conversion enzymatique du HPP en 4-hydroxyphenylacetate (ci-apres HP A) par une 
premiere enzyme appropriee, puis 

- conversion enzymatique de HP A en HMO par une deuxieme enzyme appropriee. 
25 La premiere reaction enzymatique suivante 

4-hydroxyphenylpymvate (HPP) — > 4-hydroxyphenylacetate (HP A) 
est catalysee par une HPP-oxydase appropriee. De telles oxydases se trouvent dans de 
nombreuses especes procaryotiques ou eucaryotiques, en particulier dans les bacteries 
capables de pousser sur I'HPP conune seule source de carbone, le transformant en HP A , plus 
30 particulierement chez un Arthrobacter ou une telle oxydase responsable d'une 6tape du 
catabolisme de la tyrosine (Blakley,E.R. 1977 Canadian Journal of Microbiology 23 1128- 
1139). 
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La deuxieme reaction enzymatique suivante : 

4-hydroxyphenylacetate (HP A) — > homogentisate (HMO) 
est catalysee par une HPA-hydroxylase appropriee. De telles hydroxylases se trouvent dans de 
nombreuses especes procaryotiques ou eucaryotiques, en particulier dans les bacteries 
5 capables de pousser sur I'HPA comme seule source de carbone, le transformant en HMO, plus 
particulierement chez Pseudomonas acidovorans, souvent appelee Comamonas acidovorans, 
(Hareland, W.A. et al 1975 Journal of Bacteriology 121 272-285) chez certaines 
Xanthobacter (Van Den Tweel W. J. J. et al 1986 Antonie van Leeuwenhoek 52 309-318), 
chez Pseudomonas alcaligenes (Karigar C. S. et Pujar B. G. 1993 FEMS Microbiology 

10 Letters HO 59-64), chez Flavobacterium sp (Van Den Tweel W. J. J. et al. 1988 Arch 
Microbiol. 149 207-213), chez Bacillus subtillis (CraAvford R. L. 1978 FEMS Microbiology 
Letters 4 233-234), chez Nocardia sp DM1 (Raju S. G. et Vaidyanathan C. S. 1986 J.Indian 
Inst Sci. 66 511-520) et chez Rhodococcus erythropolis (Suemori A, et aL 1996 Journal of 
Fermentation And Bioengineering Vol 81, N*'2 133-137). 

15 De maniere avantageuse, 1' HPA-hydroxylase employee dans le precede selon 

r invention est extraite de Pseudomonas acidovorans, 

Selon un mode preferentiel de realisation de T invention, les deux reactions enzymatiques sent 
effectuees dans le meme milieu reactionnel contenant de I'HPP, les deux enzymes appropriees 
etant presentes ensemble simultanement dans le milieu reactionnel. 

20 Les deux enzymes appropriees peuvent etre introduites dans le milieu reactionnel 

approprie sous forme d'extrait proteique, ledit extrait proteique pouvant etre brut ou purifie 
totalement ou en partie, ou encore produites in situ par des organismes biologiques 
appropries. EUes peuvent etre ainsi produites in situ par chaque organisme biologique 
produisant naturellement les deux enzymes, ou encore par un seul organisme biologique 

25 modifie de maniere qu'il produise les deux enzymes. Cet organisme biologique peut etre une 
bacterie, ime levure ou encore une cellule vegetale. 

Les deux enzymes etant insensibles aux inhibiteurs de THPPD, le precede selon 
rinvention peut etre conduit en presence d'xm inhibiteur de THPPD dans le milieu reactionnel 
approprie. 

30 Le milieu reactionnel approprie est constitue par tout milieu aqueux dont les conditions 

de temperature, de pH et de force ionique sont appropries pour les reactions enzymatiques. 
Lorsque les enzymes sont produites in situ par un ou plusieurs organismes biologiques, le 



3 



milieu reactionnei est appro prie pour la croissance desdits organismes. 

En fin de reaction, THMO peut etre isole du milieu reactionnei et purifie, ou bien laisse 
dans le milieu reactionnei. Dans ce deuxieme cas, le milieu reactionnei contenant I'HMO peut 
etre employe comme milieu nutritif pour la culture deplantes, plus particulierement pour la 
5 culture de plantes presentant un dysfonctionnement metabolique de la biosynthese de I'HMO, 
naturel ou induit notamment par des inhibiteurs de THPPD. 

Les exemples ci-apres permettent d'illustrer Tinvention, sans toutefois chercher a en 
limiter la port6e. 

1 0 Exemple 1: Production d*HPA k partir d'HPP avec un extrait proteique A'Arthrobacter 

Culture d'Arthrobacter : 

Arthrobacter globiformis est cultive a 28°C, 220 tours par minute pendant 20 heures en 
Erlenmeyer de 250 ml contenant 50 ml de milieu A supplements avec 0,1% L-tyrosine et 0,01 
% d' extrait de levxire [milieu A compose en gramme par litre de KH2PO4 (1,5) 
1 5 K2HPO4.3H2O (3,5) NH4NO3 (1) FeS04.7H20 (0,1) ZnS04.7H20 (0,01) NaMo02.7H20 
(0,01) CaCl2.2H20 (0.01) MgS04.7H20 (0,05)].. 

Extraction et dosage de Tactivite HPP-oxidase . 

A partir de 2,1 litres de culture un culot de cellules est recuperee par centrifugation k 
3000 xg pendant 15 min. Le culot est lave avec de Teau distille puis recentrifuge. Toutes les 

20 etapes ulterieures sont faites a 4*^C. 

Le culot de cellules, environ 3,4g est resuspendu dans 7 ml de tampon d'extraction 
(phosphate de potassium 0,05M pH7,5, TP? 0,lmM, MgCl2 0,lmM et mercaptoethanol 
5mM) et sonique k 23kHz pendant 2,5 min. 2 fois. La suspension resultante est centrifugee a 
44 000 xg pendant 20 min. Le sumageant recoltS est centrifuge a nouveau k 100 000 xg 

25 pendant 60 min. Le nouveau sumageant faisant 7 ml est additionne de 0, 7 ml de protanrune 
sulfate 2% dans le tampon d'extraction suivi d'une agitation douce. Le pr^cipite qui se forme 
est 61imin6 par une centrifugation a 20 000 xg pendant 20 min. Le sumageant ainsi obtenu est 
additionne graduellement de sulfate d'ammonium pour arriver k 60% de la saturation. Cette 
nouvelle preparation est agitee 30 min. et le precipite forme recolte par centrifugation a 20 

30 000 xg pendant 20 min. Le culot est resolubilise dans 0,5 ml de tampon d'extraction et 
aliquote en fractions de 0,1ml, fractions gardees a -80°C avant usage. 

L'activit6 HPP-oxidase est mesuree en plaque de microtitration 96 puits avec 200 nl de 
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reaction par puits consistant en 149,8 ^il de sodium phosphate 67 mM pH7,4, lO^xI de 
glutathion 13,4mM, lO^il de MgCI2 67 mM, 10^1 de TPP 26,7mM, \0^\ de FAD 67^xM, 
0,2|il de proteine (soit environ 6|ig) et 10 ^l d'HPP 2,5mM. 

Quand on fait un essai d'inhibition par un inhibiteur de I'HPPD on ajoute 2^1 de 4-[4- 
5 trifluoromethyle-2-(methylsulfonyl)-benzoyl]-5-cyclopropyl isoxazole lOmM dans un tampon 
phosphate contenant 20% DMSO. 

La reaction est initi^e par Taddition du substrat, I'HPP, elle se derouie a 30*^0 pendant 5 
min. sous agitation. La reaction est arretee par addition de 33 ^1 d'acide perchlorique 25%. 

La plaque est ensuite centriftigee a 2000 tours par minute pendant 15 min. et le 
10 sumageant analyse par HPLC. 50 ^l du sumageant est injecte sur une colonne Spherisorb 
ODS2 equilibree avec le tampon A (acetonitrile 5,5%, TFA 0,1%) au debit de l,5ml/min. 

Le programme d'elution utilise est: 
0 min.: 0% de tampon B (acetonitrile) 

6 min.: 15% de tampon B 

1 5 6,5 min.: 15% de tampon B 

7 min.: 60 % de tampon B 

8 min.: 60 % de tampon B 
8,5 min.: 0 % de tampon B 

La detection est faite a 276 nm. 
20 Le HPA produit par I'extrait en2ymatique a partir d'HPP est compare a une reference 

constituee d'HPA conunercial en terme de temps de retention et pic d'absorption spectrale. 
Resultats . 

L'analyse HPLC montre que I'extrait proteique extrait d'Arthrobacter globiformis 
cultivee siu- tyrosine coirune source majeure de carbone, est capable de transformer THPP en 
25 HPA (la molecule produite comigre parfaitement avec THPA commercial de reference). 

L'enzyme responsable de cette reaction n'est pas inhibee par 100 jiM d'inhibiteur de 
THPPD. 

Exemple 2: Production d'HMO i partir d'HPA avec un extrait proteique de 
30 Pseudomonas 

Culture de I'organisme . 

Pseudomonas acidovorans est cultive k 28*=*C, 220 tours par minute pendant 20 heures 
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en Erlenmeyer de 250 ml contenant 50 ml de milieu B supplemente avec 0,15% HPA et 0,01 
% d'acide nitrilotriacetique. [ milieu B compose en gramme par litre de N^2P04 0) 
K2HP04,3H20 (4,25) NH4CI (2) FeS04.7H20 (0,012) ZnS04.7H20 (0,003) MnS04.7H20 
(0,003) C0SO4.7H2O (0.01) MgS04.7H20 (0,2).] 
5 Extraction et dosage de Tactivite HPA-hvdroxvlase . 

A partir de 0,1 litres de culture un culot de cellules est recuperee par centrifugation a 
7500 xg pendant 10 min. Le culot est lave avec de I'eau distill6 puis recentrifuge. 
Toutes les etapes ulterieures sont faites a 4°C. 

Le culot de cellules, environ 0,5 g est resuspendu dans 1,5 ml de tampon d'exixaction 
10 (phosphate de potassium 0,1 M pH7,2, DTE 1 mM, MgMgS04 5mM) et sonique a 23 kHz 
pendant 2,5 min. 2 fois. La suspension resultante est centrifugee a 44 000 xg pendant 20 min. 
Le sumageant recolt6 est centrifuge a nouveau k 100 000 xg pendant 60 min. Le nouveau 
sumageant est aliquote en fractions de 0,1ml, fractions gardees k -80°C avant usage. 

L'activite HPA-hydroxylase est mesuree en plaque de microtitration 96 puits avec 200|il 
1 5 de reaction par puits consistant en 150 jil de sodium phosphate 0,1M pH7,2, I0\xl de DTE 20 
mM, 10^1 de NADH 3 mM, 15jil de FAD 67iiM, 10|al de proteme (soit environ 7^g) et 5 ^1 
d'HPA 10 mM. 

Quand on fait un essai ^inhibition par un inhibiteur de I'HPPD on ajoute 2^1 de 4-[4- 
trifluoromethyle-2-(methylsulfonyl)-benzoyl]-5-cyclopropyl isoxazole 1 0 mM dans un 
20 tampon phosphate contenant 20% DMSO. 

La reaction est initiee par I'addition du substrat, I'HPA, elle se deroule a 30°C pendant 5 
min. sous agitation. La reaction est arretee par addition de 33^1 d'acide perchlorique 25%, 

La plaque est ensuite centrifugee a 2000 tours par minute pendant 15 min. et le 
sumageant analyse par HPLC. 10|al du sumageant est injecte sur une colonne Spherisorb 
25 ODS2 equilibree avec le tampon A (acetonitrile 5,5%, TFA 0,1%) au debit de l,5ml/min. 
Le programme d'elution utilise est: 

0 min.: 0% de tampon B (acetonitrile) 
0,8 min.: 0% de tampon B 

1 min.: 60% de tampon B 
30 1 ,7 min. : 60 % de tampon B 

1 ,9 min.: 0 % de tampon B 
5 min.: 0 % de tampon B 
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La detection est faite a 292 run. 

Le HMO produit par Textrait enzymatique a partir d'HPA est compare a une reference 
constituee d*HMO commercial en terme de temps de retention et pic d'absorption spectrale. 
Resultats . 

5 L'analyse HPLC a permis de montrer que Textrait proteique extrait de Pseudomonas 

acidovorans est capable de transformer THPA en HMO (la molecule produite co-migre 
parfaitement avec THMO commercial de reference). 

L'enzyme responsable de cette reaction n'est pas inhibee dans nos conditions de test par 
100^M d'inhibiteur d'HPFD. 

10 

Exemple 3: Production d'HMO a partir d'HPP avec un extrait proteique d'Arthrobacter 
et de Pseudomonas 

L'activite HPP-oxidase counlee a Tactivite HPA-hvdroxvlase 

L'activite HPP-oxidase couplee a I'activite HPA-hydroxylase est mesuree en plaque de 
15 microtitration 96 puits avec 200fil de reaction par puits consistant en 100 ixl de sodium 
phosphate 100 mM pH7,2, lOjil de DTE 20 mM, 10^1 de NADH 3 mM, ISixl de FAD 67 ^M, 
lO^il de gluthation 13,4 mM, lO^il de MgC12 67 mM, lO^il de TPP 26,7 mM, 2|al d'extrait 
HPP-oxidase (soit environ 60 jig), 25|il d'extrait d'HPA-hydroxylase (soit environ 18 ^g) et 
10 III d'HPP lOmM. 

20 La reaction est initiee par I'addition du substrat, I'HPP, elle se deroule a 30*^0 pendant 

30 min sous agitation. La reaction est arretee par addition de 33 |al d'acide perchlorique 25%. 

La plaque est ensuite centrifugee a 2000 tours par minute pendant 15 min. et le 
sumageant analyse par HPLC. 25\xl du simiageant est injecte sur une colonne Spherisorb 
ODS2 equilibree avec le tampon A (acetonitrile 5,5%, TFA 0,1%) au debit de l,5ml/min. 

25 Le programme d'elution utilise est: 

0 min.: 0% de tampon B (acetonitrile) 

6 min.: 15% de tampon B 
6,5 min.: 15% de tampon B 

7 min.: 60 % de tampon B 
30 8 min.: 60 % de tampon B 

8,5 min.: 0 % de tampon B 

La detection est faite k 276 nm et 292 nm simxiltanement 



Resuitats . 

L'analyse HPLC a permis de montrer que I'extrait proteique extrait d'Arthrobacter 
globiformis associe a celui de Pseudomonas acidovorans est capable de transformer 
simultanement THPP en HMO (la molecule produite comigre parfaitement avec THMO 
commercial de reference). 



I 



Revendications 

1. Procede de preparation enzymatique d'homogentisate (HMO) a partir de 4- 
hydroxypyruvate (HPP), caracterise en ce qu'il consiste a effectuer dans un milieu reactionnel 

5 approprie les reactions enzymatiques suivantes: 

- conversion enzymatique du HPP en 4-hydroxyphenylacetate (HP A) par une premiere 
enzyme appropriee, puis 

- conversion enzymatique de HPA en HMO par une enzyme deuxi^me appropriee. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la premiere conversion 
1 o enzymatique est catalysee par une HPP-oxydase appropriee. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que THPF-oxydase provient de 
bacteries capables de pousser sur THPP comme seule source de carbone. 

4. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que THEP-oxydase provient 
d'Arthrobacter . 

15 5, Procede selon la revendication 1, caracterise en que la deuxieme conversion 

enzymatique est catalysee par une HPA-hydroxylase appropriee. 

6 Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que T HPA-hydroxylase 
provient de bacteries capables de pousser sur THPA comme seule source de carbone. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que les bacteries sont choisies 
20 parmi Pseudomonas acidovorans, Xanthobacter, Pseudomonas alcaligenes, Flavobacterium 

sp. Bacillus subtilliSy Nocardiasis DM1 et Rhodococcus erythropolis . 

8. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que 1' HPA-hydroxylase est 
extraite de Pseudomonas acidovorans. 

9. Procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que les deux 
25 reactions enzymatiques sont effectuees dans le meme milieu reactionnel contenant de THPP, 

les deux enzymes appropriees etant presentes ensemble simultanement dans le milieu 
reactionnel. 

10. Procede selon Ttme des revendications 1 a 9, caracterise en ce que les deux 
enzymes appropriee sont introduites dans le milieu reactionnel approprie sous forme 

30 d'extraits proteiques, ou encore produites in situ par des organismes biologiques appropries. 

11. Procede selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce qu*il est realise en 
presence d'un inhibiteur de I'HPPD dans le milieu reactionnel approprie. 



